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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 論
動物界に は,栄 養源 と して,セ ル ロースを利用出来 る多 くの草食性動物 が知 られてい る。 その
消化管 に存在す るセル ロース分解 酵素 系の起源 につ いて は,長 い間,論 議 の対象 とな って きたが,
いまだ に解 明され ていない。'
特に,消 化管 内の微生 物に依存 しない,動 物 自身 のセル ロース分解能にっいて は,そ の有無
いつれに関 して も決定的証拠 に乏 レく,ま た,実 際 にどのよ うなセル ロース分解酵素 が存 在す る
のか も,ほ とんど明 らかに されて いな い。
海棲で,大 型 の藻食性軟体動物,タ ツナ ミガ イ(Oo♂αゐθ畝zα%悔o払♂α尭α)(Fig。1)は,その
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消化 管 に強力なセ ル ラーゼ活性 の存在 が知 られて いる。
橋本 ら(1949)は,タ ッナ ミガ イ消 化管 のセル ラーゼ分泌機構 に関す る研究 を行い,特 殊 な消
化器官で ある胃歯(gastricteeth)に,セル ラーゼ活性 を見 い出 して いる。次 いで,OKADAら
(1966)は,中腸 腺(mid-gutgland)にもセル ラーゼ活性 を見い 出 してい る。(Fig.2)
本研究で は,強 力 なセル ラーゼ活 性が得 られかつ,腸 内細 菌の影響 を排 除出来 るタ ッナ ミガ イ
の 胃歯を 用い,そ こに存在す るセル ラーゼを精 製 し,』そ の酵素的性賓を明 らか に し,そ れ に基 い
て,そ の生 理的意義 を推論す るこ とを 目的 とした。
一92一
第2章 タ ツ ナ ミガ イ 胃 歯 セ ル ラ ー ゼ の 精 製 と性 質
一連の精製過程を,Fig.3に示 した。
2-1塩 基性セル ラーゼ,Bβ の精 製
Crutleextract
蚕
jSephadexG-100
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胃歯(5.63g)を10rnMの
EDTA,5mMのTLCKを 含 む ,
0コMACES-NaOH緩 衝液
(pH7.5)20認中で,5gの 石英
砂 と共 に摩砕後,遠 心分離 し,上
清 を得 た。 この上清 を,Sephadex
G-100,DEAE-Toyopear],
CM-Tovopear1を用いて精製 し
た。以下の カラム操作 に使用 した
緩衝液 は,全 て10mMACES-
NaOH緩衝液(pH7.5)を基 本 と
して い る。
SephadexG-100によ り,〆9一
グル コ シダー ゼ成分(E豆,E2)が,セル ラーゼ成 分(E3,E4)か ら除 かれ る。得 られたセル ラー
ゼ画 分(E3)をDEAE-Toyopearlのカ ラム に添加 した後,非 吸着画 分(E3-1)を,さ らに
CM-ToV◎pearlに吸着 さぜ,β 画分を得た。 この画分は,DISC一 電気泳動,ポ りアク リル ア
ミ ド等麟 電気繭 ・SDS一 電気泳動で・単 一のタ ・バ ク質バ ン ドを示 し,こ れをセ・レラーゼBβ
とした。
2-2ア フィニ ティークロマ トグ ラフィー用 吸 着 体(Cellooligosaccharide-EPOX
-Sephar◎seCし一2B)の 調 整 と
,酸 性 セル ラーゼ.FractionAと.Nの精 製.
これ まで行 われ てきたセル ラーゼ研究 の多 くが,そ の精製過程で,イ オ ン交換 クロマ トグ ラフ
ィーを用 いて い るが,セ ル ラー ゼ活 性は,多 くの成 分 に分離 されて しまい,そ の一部 のみを精製
するため,セ ル ロース分解系の 全体像を得 ることが困難で あ った。 そこで,セ ル ラーゼの基質 に
対す る親和性 を利用 した ア フィニ ティークロマ トグラフ ィーの試み が,セ ル ロース粉末や,脱 脂
綿 を吸着体に用 いて行われて きた。 しか し,こ れ までのところ,活 性 の回収率が低 く,十 分 な成
果が 得 られていない。
タッナ ミガ イは,現 在 知 られ てい る動物中で は,最 も強力なセル ラーゼ活性を持 つ ものの一種
であ るが,微 生物セ ルラーゼのよ うに大量 の粗 酵素標品 を得 る ことは困難 であ る。 また,タ ツナ
ミガ イか らは,従 来報告 され てい るアフィニテ ィーク ロマ トグ ラフィーの手 法では
,酵 素を十分
に回収す ることが出来なか った。
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そ こで,回収率 の良 いアフィ尋ティー
クロマ トグ.ラフィー用吸着体 を開発 し,
その操 作条件を決定 した。 この新 しい
アフ ィニテ ィークロマ トグ ラフィーの
特徴 とする所は,リ ガン ドにセ ロオ リ
ゴ糖(G3か らG6の混合物)を使 用した
こ とで,セ ル ラーゼの親和 性が,従 来
の高分子基質 に比べ小 さいため,良 い
回収率が得 られた。 セル ラーゼは,LO
Mの 塩 化 ナ トリウム存在下で吸着 され,
1%Cellobiosyl-sorbitolを含 む,
塩化 ナ トリウムを除いた緩 衝液 によ っ
て 溶出され る。
Bβの精製過程 で,1DEAE-Tovo-
pear1に吸看 .した成分(E3-H)を,
12
.OMの塩化ナ トリウムを 含 む 緩衝液
で溶出 させ た後,ア フィニテ ィー クロ
マ トグラフィーに供 した(Fig.4)。
Eゴ 皿に含 まれ るセル ラー ゼ活 性は,
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皿一Nと,漕出剤 を加 える ことによ って得 られ るE3一皿一Aに 分離 した。 この クロマ トグラフ ィー
にお ける酵素 の回収率は,84%で あ った。
E3一皿一Aは,さ らにゲル ク ロマ トグラフィーを用 いて精製 し,FractionAを得 た・ また,E3
-H-Nは ,これ以上精製が困難 であ ったため,こ の段階でFractionNと名付 けた。
全精製 過程 におけ る回収率,精 製度 をTableIに 示 す。
2-3FractionAの 多 型 現 象
FractionAは,DISC一 電 気 泳 動 に よ り,7本 の タ ンパ ク 質 バ ン ド(移 動 度 の 小 さ い 順 に,
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離 された。 これ らの成分は,ゲ
ル濃度を変えてD工SC一電気 泳
動 を行 うHedrick-Smith法}こ
よれば,分 子 量が同 じで電 荷の
異な る、電荷的多型体であ るこ
とが判 った(Fig.5)。また,ハ
イ ドロキ シエチルセ ル ロースを
用いたア フィニテ ィー電気泳動
法によ り,い つれ の成 分 も,セ
ル ラーゼで あることが確認 され
た(Fig.6)。
さ らに,FractionAに含 ま
れ るセル ラーゼ群は,ア フィニ
テ ィーク ロマ トグ ラフィーにお
いて1つ の ピークとして挙動 し,
ほぼ同一の親和力を持つ ことを
示 したので,こ れ らの点 で,
FractionAに含 まれ る一群 の
セルラーゼを,1つ の酵素 とみ
な し,セ ル ラーゼAと して実 験
を進めた。
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Conc.ofHE-cellulose(ｰ/a)
F19.6負fflnlty3と。tS。fFraCuon直1so"にrsagalnst旺一cenulose
oyaffir:;trelec.rpphOresls
△.β 弘 鞭r.圏.ovabロmm.
一95一
2-4セ ル ラーゼA及 びBβ の 一 般 的 性 質
A及 びBβ の一般的性質をTable皿に示 した。
Table工IPropertiesofce1】.ululaseAandBβ
A
Molecularweight
Gelfiltration
SDS-PAGE
pI
OptimumpH
Optimumtemperature
pHstability
oｰc
30ｰC
Thermalstability
,31,000
(51,000)
4.5-6.0
6.3
45ｰC
18,000
44,000
8.6
6.3
45ｰC
6.0-10.55.5-10.5
6.3-7.55.5-7.5
30ｰC40ｰC
活 性に は,ト リプ トファンが関与 して いる もの と推 定された。 また,
ゾエ イ ドでは失活がみ られなかったが,H92大Mn2一㌧Zn2+,Cu2+などの金属 イオ ンによ って は
失活 した。 しか し,賦 活化因子は見い 出され なか った。
Bβの等電点(pI8.6)は,こ
れ まで知 られて い るセル ラー ゼの
内で最 も塩基性 であ り,塩 基 性 ア
ミノ酸(Lysine,Histidine,
Arginine)のモル比が,従 来知 ら
れて いる微生物セル ラーゼ(4.4
～6.3%)の 約2倍(10.5%)含
まれて いる。ま た,A,Bβ とも
その至適pH及 びpH安 定範 囲は,
タ ツナ ミガ イ消化管 内のpHと,
ほぼ一致 して いる。
A,Bβ,両酵素 と もに0.1～
10μMのN一フロモスク シ ンイミ ド
処 理で失 活す ることか ら,酵 素 の
p一 ク ロロマ ーキュ リベ ン
第3章 基 質 特 異 性
タツナ ミガイの胃歯抽出液か ら得 られた3種 のセルラーゼ(A,N,Bβ)の基質特異性を詳 し
く調べた。
3-1高 分子基質 に対す る作用様式.
'
タツナ ミガ イの3種 のセルラーゼは,い つれもCM一セルロース(CMC)の 粘度低下のパター
ンから,Endo型酵素と考え られたが,各 々の酵素のランダム度(同 一還元力生成に対する粘度
低下度の比)は,Bβ が,A,N,よ り高 く,基質の重合度による作用性の違いが推測された
(Fig.7)。そこで,同 じ置換率(DS)を持ち,平均重合度(DP)の異なる2種のCMCを 用
い,そ れ らに対する3種のセルラーゼの速度定数(㎞,Vma幻を測定 した(Tablem。
㎞値か ら,AとNは,低 重合度のCMCに,ま たBβは,高重合度のCMCに親和性の高いこと
が示され,ラ ンダム度の差が,少 くとも,重合度の異なる基質に対する親和性の差に依存 してい
ることが証明された。
しかし,CMCは セル ロース誘導体であるから,セル ラーゼ作用の真のモデルとはなり難いと
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Fi3・7.Reducingsugar(ノ μgasglucose'ml)
Relationshipbetweenincreaseinfluidityand
reducingsugarduringthehydrolysisofCMC
w設hCe[Mase貼 、AandN.
考 え られ る。 そこで,置 換基 を持 たな.
い不 溶性基質 ではあるが,作 用 され易
い リン酸膨潤 セル ロース(swollen
cellulosのを用い.て,AとBβ 間 の作
用性の違 いを解析 した。
Swollen,celluloseの糖化活性 にお
いて,Bβ はAの 約2倍 マ)速度を持 ち,
可溶化部分 の 挽 もBβ が大きいこと
が示 され た(TableIV)。
HPLCを 用 いて 可溶化部 分のオ リ
ゴ糖組成 を分析 す ると(Fig.8),Bβ
はG4が 多 く,そ の経時変化か ら,G4
以下 のオ リゴ糖 は,分 解 を受 けに くい
ことが明 らか とな った。
以上の ことか ら,不 溶性基質 に対 す
る ランダ ム度 に も違いがある と考 え,
その実験 を行 った。
TableIII-Kineticconstantsofcellulasesfrom
a
gastricteeth(Dolabellaauricularia)againstCMC
CMC(DP,DS)
bEnzy面e F-SH(715,0.61) 4x(13,000,0.61)
Km(ｵM)Vmax(ｵM/min.)Km(ｵM)Vmaz(ｵM/min.)
?
?
??
1.21
3.07
9.43
36.4
32.5
150.9
1.84
8.77
2.80
46.5
55.5
106.3
a,Conc.ofCMCwasmeasuredbyPhenol-H2SO4method
asglucose.
b,Finalconc.ofenzyme85mU/ml
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TableIVTime course 。f・w。11・ ・cellu1。 ・ed・q「 ・d・ti。・withce11・1aseA・ ・dBβ
A
Time
(nin.)
DegradationSolubilityDPofsoluble
rate{驚1{亀}fracヒion
DegradationSolubilityDPofsoluble
ra七e〔 亀)(亀)fraction
zo
45
iso
360
0.67
1.12
2.14
3.13
1.16
1.70
3.10
5.02
2.80
2.31
2.04
1.88
i.ia
く・
1.48
2.26
2.65
2.38
3.18
4.24
5.03
4.43
3.42
2.88
2.70
Finalconc.ofenzyme187mU/ml
量
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TableVKineticconstantsofvariouscellulases
fromDolabellaandlrpexaagainstswollencellulose
b(type!Enzy廊eKm(ｵM) Vmax(ｵM/min.)
Ex-1(exo)
A(endo)
:N{とndo}.
貼1さh⑳}
En-i(endo)
2.34
5.72
18.38
23.43
25.08
17.33
15.58
7.24
60.13
72.55
.aρEx-1andεn-1from王 三座1acuteusweresupplied
byDr.KANDA
b,Ex-1wasused20mU/mlasswollencellulose
saccharificationactivityandotherswereused
85mU/顕1asCMC-sacch旦 ごifica七i◎n、acセivity・
Flg.8附ghp●rfo【■曜●11甲i`Ghm髄しogr繍5
0fhydrOly515螂t5σ蘭5ゆ11●轟ζ璽11u105●
hy8μ■瑠A
へN.,Bβ のswollencelluloseに対 す る 綿 和 性 は,
カ ビの代表的Exo型 セル ラーゼ(Ex-1)と,ま た,
い値 を示 した(TableV)。
A,N,Bβ の順 に小さ く,さ らにAは,
BβはEndo型セルラーゼ(En-1)に 近
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さ らに,不 溶性部分のDPの 低下速
度 も,BβがAよ り大 きいことが明 らか
とな った(耳ig,9)
これ までの結果は,タ ッナ ミガ イの
3種のセル ラーゼの基質 に対す る親和
性 及 哉 ラツ ダム度などの作 用様 式が,
各 々異な ることを示 してお り,ま た,
セ ロオ リゴ糖への作用様 式 も異 なる こ
とを強 く示 唆 した。
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Reactionmixture(400N1,25mMNa-cacodylate-HClbuffer,pH6.3)was
incubatedforappropriateperiodsat30ｰC,andthenreactionwasstopped
byboiling.Hydrolyzateswereanalyzedbygelfiltration.
高分子基質に対する性質が対郵的な,Aとpβ のセ白オ リゴ糖及びセロ.オリゴ糖アル ジトール
に対す る分解様式 を,Bio-gelP-2のゲルク ロマ トグ ラフィーを用いて詳細 に分析 した。
高分子基.質に対 す るランダム度の違 いか ら,AがBβ よ り,低重合度のオ リゴ糖 に容易 に作用す
ると予想 されたが,事 実,GlとG5の 加水 分解 率は,A>Bβ で あり,か つ分解可能な.オリゴ糖
の下限 は,AがG3,Bβ がG4で あった。(TableVI,.靱)』また,オ リゴ糖 友びオ リゴ糖 アル
ジ トールの各 グル コ シ ド結合 が加水分解を受 ける確率(Fig.10)から,AとBβ のサ ブサ イ トの
構造に違 いが ある と考え られ,特 にBβ のG5,.G6の加水分解 様式 は,こ れ ま.で知 られて いる微
.生物セ ルラーゼの様式 のいつれ とも異 なる ものであ った。
3-3共 同 作 用 に よ る相 助 効果 ・
基 質に対す る作用様式 の異 るAとBβ を用 いて,そ れ らのCMC,Swollencellulose,Avice1
に対す る糖化活性 におけ る相助効果を比較 した。(Tablem。
相 助効果は,結 晶性の高い基質 ほど高 く,カ ビにおけ る作用様式の違 ったEndo型 酵素商 の共
同作用 と同様 な結果 が得 られ た。
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第4章 考 察
本研究により得 られた結果を整理すると,以下のようになる。
1)タッナ ミガイ胃歯から精製されたセルラーゼは,そ の等電点から,酸性成分(A,N)と塩基
性成分(Bβ〉に区別されBβ は今 日知られている最 も塩基性の強いセル ラーゼである・この
ような塩基性セル ラーゼは,微 生物においても発見されてお らず,同 一の生物から分泌される
セルラーゼ中に,酸 性と塩基性の成分が存在することは,他 に例が無い。
2)タッナ ミガイの胃歯から得 られた3種 のセルラーゼは,い つれもEndo型であり,この起源
からは,Exo型酵素は見い出されなか った。 しか し,基質に対する作用性は,各 々の酵素で異
なり,特に,Bβのセ ロオ リゴ糖分解様式は,今 日知 られている微生物セルラーゼのいつれと
も異なるものであった。
3)AとBβは,そ の ランダム度が大きく異なり,その相助効果は,結 晶性の高い基質 に対する
ほど大きかった。同様な相助効果は,微生物のEndo型酵素間 にも知られている。従って,タ
ッナ ミガイのセルロース消化において ランダム度の違ったセルラ「ゼの存在する生理的意義が,
微生物 の場合と共通 していることが判った。
このように,本研究では,同一の動物起源か ら幾つかのセルラーゼが単離され,従 来の研究よ
りさらに進めて,そ の基質に対する作用様式が詳細に調べ られた。
タ ツ ナ ミガ イ の セ ル ラ ー ゼ
(タ ッ ナ ミガ イ の セ ル ラ ー ゼ 系 の 酵 素 学 的 研 究 一1)
安 斎 寛,西 沢 一 俊
日 水 誌.48,1317-1322(1982).
PurificationandCharacterizationofaCellulasefromDolabellaauricularia
H.Anzai,K.Nisizawa,andK.Matsuda
J.Biochem,96,1381-1390C1984).
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審 査 結 果 の 要 旨
動物界には,栄養源としてセルロースを利用できる多くの草食性動物が知 られている。 しか し,
その消化管内の微生物に依存 しない動物 自身のセルロース分解能の有無に関 しては,長 い間論議
の対象とな ってきたが,い まだに解明されていない。また,実 際にどのようなセルラーゼが存在
するかについても,ほ とんど研究されていない。
本研究は,大型の藻食性軟体動物,タ ツナ ミガイCo・鋤 ・〃αα脇 ・ω廊拐α)の特殊な消化器官,
胃歯(gastricteeth)を材料 としてそこに存在するセルラーゼを精製 し,その酵素的性質を明
らかにす ることにより,その生理的意義を解明することを目的として行われた。
著者は,本研究のために新たに開発 したアフィニテ ィークロマ ト用吸着体をはじめとする数種
のクロマ トグラフィーにより,2種 の精製酵素(Bβ,A)と1種の部分精製酵素(N)を 得,精
製酵素の分子量および一般的性質を明らかにした。また,こ れ らの酵素について等電点を調べた
結果,彫 は塩基性酵素,AおよびNは 酸性酵素であることが判明 した。特にBβは今日知 られて
いるセル ラーゼのなかで もっとも塩基性の強い酵素であったが,そ の至適pHは いずれも消 化管
内のpHと一致 していた。
著者はさらに,種 々の基質を用いてその分解様式を検討 し,どの酵素 もEndo型であることを
明 らかにしたが,反応速度定数や分解生成物の定量的な分離と分析により,Bβが高重合度の基質
にAとNが 低重合度の基質に対 し作用 し易いことを明 らかにした。
最後に著者は,こ れらの酵素の共同作用について検討 し,BβとAの共同作用の相助効果が結晶
性の高 く分解され難い基質に対 して大きいことを明 らかにし,タッナ ミガイの胃歯中に含まれる
基質特異性の異なる数種のセルラーゼの生理的意義が,微 生物のEndo型酵素間の共同作用の場
合と共通 していることを明確に した。
以上,本 論文は軟体動物消化管 におけるセルラーゼについて初めて詳細に検討 したものでいく
っかの新 しい知見を含み,審査員一同著者は農学博士の学位を授与され るに充分な資格を有する
ものと判明した。
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